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Resumen
Se compararon los contenidos en sustancias prebióticas in vitro (oligosacáridos totales y de glucanos 
y mananos) en hidrólisis de Saccharomyces cerevisiae de destilería de alcohol y de sus paredes 
celulares ante diferentes hidrólisis: enzimática con un crudo de Bacillus subtilis E-44, básica, ácida, 
autolítica y tratamiento térmico. Cada hidrolizado se centrifugó para determinar oligosacáridos totales, 
los que mostraron valores de 4.52 mg/ml para la hidrólisis enzimática y de 3.98 mg/ml para básica. 
Similar comportamiento se mostró en glucosa y manosa para la fracción de oligosacáridos totales. 
Oligosacáridos de glucanos y mananos, de la hidrólisis de levadura y sus paredes celulares, fueron 
superiores en la hidrólisis enzimática. El comportamiento en el tiempo de los oligosacáridos y los 
azúcares reductores, durante la hidrólisis enzimática, mostró una relación de R=0.98, lo que posibilita 
usar el contenido de azúcares reductores como control durante el proceso de hidrólisis. Se realizó un 
estudio microbiológico al hidrolizado enzimático con un comportamiento favorable. Este fue estable en 
seis meses a temperaturas ambiente y de refrigeración.
Palabras clave: Hidrólisis, oligosacáridos de glucanos y mananos, S. cerevisiae.
Abstract
Comparison was made of the contents in in vitro prebiotic substances (total oligosaccharides and 
glucan and mannan oligosaccharides) in hydrolysis of Saccharomyces cerevisiae distilling alcohol and 
its cell walls using different hydrolysis tecniques: enzymatic  with a raw Bacillus subtilis E-44, basic, acid, 
autolytic and heat treatment. Each hydrolyzate was centrifuged to determine total oligosaccharides, 
which showed values of 4.52 mg / ml for enzymatic hydrolysis and 3.98 mg/ml for basic hydrolyisis. 
Similar behavior was shown in glucose and mannose for the total oligosaccharides fraction. Glucan 
and mannan oligosaccharides from yeast cell wall hydrolysis were superior in the enzyme hydrolysis. 
Behavior over time of the oligosaccharides and reducing sugars during enzymatic hydrolysis showed a 
ratio of R=0.98, which makes it possible to use reducing sugar content as control during the hydrolysis 
process. A microbiological study was conducted of enzymatic hydrolyzate with a favorable behaviour. 
This was stable in six months at ambient and refrigerated temperatures.
Key words: Hydrolysis, glucan and mannan oligosaccharides, S. cerevisiae.
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Introducción
El hidrolizado de Saccharomyces cerevisiae está 
constituido fundamentalmente por oligosacáridos 
de glucanos y mananos, péptidos de bajo peso 
molecular, vitaminas, aminoácidos, bases 
nitrogenadas, nucleósidos y nucleótidos, 
entre otros componentes (Ngyuen, Fleet & 
Rogers, 1998; Barton, Delneri, Oliver, Rattray 
& Bergman, 2010). Este producto es conocido 
comercialmente como extracto de levadura, 
hidrolizado de proteínas o polvo saborizante 
(Couto et al., 2014).
La pared celular de S. cerevisiae puede constituir 
aproximadamente el 30 % de su peso seco 
y es responsable del sostén mecánico de la 
célula. Aproximadamente el 90 % de la pared 
está compuesta por polisacáridos de glucanos y 
mananos, de 5 a 10 % de proteínas y menos del 
1 % de lípidos (Tanaka & Watanabe, 1995; Faria 
et al., 2014). Los principales componentes  de la 
pared celular de Saccharomyces cerevisiae son 
manano-proteínas y glucanos en proporciones 
más o menos iguales y pequeñas cantidades 
de N-acetilglucosamina (Orlean, 2012). La 
pared de S. cerevisiae posee dos fracciones 
de manoproteínas, una puede ser extraída 
con dodecilsulfato de sodio y otra aislada por 
digestión enzimática con β (1.3) glucanasa; la 
fracción de glucano también es extraíble por 
métodos químicos y por digestión enzimática 
(Luna et al., 2013). Cuando la célula de 
levadura es sometida a un proceso de hidrólisis 
física, química o enzimática, se liberan los 
oligosacáridos de mananos y glucanos, que son 
dos importantes sustancias con acción biológica 
prebiótica (Alltech, 1996; Arce, Ávila & López, 
2008; Sánchez, 1997; Badia et al., 2012).
La levadura hidrolizada para el presente trabajo 
se obtuvo a partir de un desecho de la industria de 
producción de alcohol y derivados, con elevado 
contenido en Saccharomyces cerevisiae, que en 
su mayoría constituye un elemento contaminante 
del medio ambiente (Steensels et al., 2014). Las 
levaduras son utilizadas durante muchos años 
como fuente primaria para la alimentación de los 
animales de granja, su uso principal, por esta vía, 
ha sido la suplementación proteica y vitamínica 
del complejo B en los concentrados (Herrera, 
Murillo, Berumen, Páez & Villarreal, 2014). En 
las últimas décadas, los cultivos de levaduras 
se han usado por los efectos prebióticos sobre 
la digestibilidad de nutrientes, la mejora en 
el balance de la microflora intestinal y del 
crecimiento animal (Galindo et al., 2010; Bazay 
et al., 2014).
Según Bertsch et al. (2010) y Pizarro, Ronco 
y Gotteland (2014), en la hidrólisis de los 
polisacáridos de la pared de Saccharomyces 
cerevisiae, cuando sus productos de hidrólisis 
se van a emplear como aditivos nutricionales, 
es preferible utilizar la hidrólisis enzimática, que 
tiene lugar en condiciones biológicas suaves 
de pH, temperatura y presión. Las hidrólisis 
química y física, por su parte, destruyen en 
alguna medida sustancias de interés biológico 
a diferencia de la selectividad de la hidrólisis 
enzimática (Flores, Caballero & Moreira, 2008). 
No obstante, es necesario que los resultados de 
la hidrólisis enzimática, en cuanto a contenidos 
en oligosacáridos de glucanos y mananos, sean 
similares a los obtenidos mediante otros tipos de 
hidrólisis. En el presente trabajo se establece una 
comparación in vitro de oligosacáridos totales, así 
como de oligosacáridos de glucanos y mananos, 
de la hidrólisis total y de las paredes celulares 
de levadura residual de destilería de alcohol, ante 
diferentes hidrólisis.
Brasil, México y Colombia, entre otros países, 
investigan el uso de energías renovables a partir 
del azúcar y el etanol, cuyos procesos generan 
levadura residual que puede convertirse en 
elemento contaminante (Aguilar, 2007).
En la última década han surgido investigaciones 
a partir de la hidrólisis de los polisacáridos de 
paredes celulares de S. cerevisiae (Pizarro, 
Sebastián & Martín, 2014), sin embargo, son 
escasos los informes en la literatura sobre los 
resultados de levadura residual hidrolizada 
proveniente de la producción de alcoholes con 
fines prebióticos, a partir de la composición en 
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sustancias prebióticas in vitro (oligosacáridos 
totales y en oligosacáridos de glucanos y 
mananos), de la hidrólisis de sus paredes 
celulares, ante diferentes hidrólisis.
Materiales y métodos
Metodología experimental
Crema de levadura utilizada: Se empleó una 
crema de levadura con un 85 % de células no 
viables. Se eliminó el exceso de humedad por 
sedimentación y fue lavada tres veces con agua 
destilada para eliminar impurezas. La crema final 
contenía un 60 % de humedad.
Cultivo de Bacillus subtilis E-44: El cultivo de 
Bacillus subtilis E-44 fue obtenido por Pérez et 
al. (2000). Fue crecido en el medio de cultivo 
de Pérez, et al. (2007). Al cabo de 32 horas 
de cultivo fue obtenido el crudo enzimático 
utilizado posteriormente en la hidrólisis de la 
levadura.
Hidrólisis utilizadas: Enzimática, con un 
crudo de la cepa de Bacillus subtilis E-44, de 
acuerdo con Pérez et al. (2000); básica y ácida 
(Otero & Cabello, 2007; Mejía, Albán, Murcia, 
Cuervo & Durán, 2009); tratamiento térmico de 
la levadura a 95 °C durante 30 minutos (Mejía et 
al., 2009), y auto hidrólisis (Otero et al., 2007). 
Finalizado este proceso, cada hidrolizado fue 
centrifugado a 1 500 g durante 15 minutos. El 
sobrenadante se conservó a -20 °C hasta su 
análisis posterior.
Cuantificación de oligosacáridos
La cuantificación de oligosacáridos totales se 
hizo a la crema de levadura íntegra, lavada para 
eliminar impurezas. Se realizó una extracción 
con disolventes orgánicos por el método de 
Folch (1957) que consiste en una mezcla de 
cloroformo/metanol a razón 2/1, para eliminar 
lípidos y algunas proteínas presentes, seguido 
por una precipitación con etanol al 75 %, para 
remover polisacáridos y algunas proteínas 
aún en solución (Rincón  & Albarracín, 2013). 
Finalmente se pasó la muestra a través de 
una columna C18 (fase reversa) para eliminar 
péptidos y otros materiales hidrofóbicos (Ramírez, 
Sierra & López, 2006). A esta muestra se le 
determinó oligosacáridos totales por el método 
del fenol sulfúrico (Dubois, Gilles, Hamilton, 
Rebers & Smith, 1956) y se realizó la hidrólisis 
de la levadura hasta monosacáridos para 
cuantificar glucosa y manosa por cromatografía 
gaseosa, previa derivatización como TMS-oxima 
(Blagoeva, Stoev & Venov, 1991).
Oligosacáridos de pared celular de S. 
cerevisiae
El aislamiento de paredes celulares de S. 
cerevisiae se realizó según el protocolo de Rinsum, 
Frans y Herman (1991). Para ello se colectaron 
las células de levaduras por centrifugación a 
1 000 rpm durante 20 minutos, se lavaron tres 
veces con solución amortiguadora 10 mM tris-
HCL, pH 7.4, conteniendo 1 mM de  fluoruro de 
fenilmetilsulfonilo (PMSF). Se suspendieron 0.1 
g de masa celular fresca en 1 ml de solución 
amortiguadora tris-HCL, pH 7.4, conteniendo 1 
mM-PMSF y se agitaron en agitador vortex con 
perlas de vidrio a 0 °C por 1 minuto. Las paredes 
celulares fueron centrifugadas y lavadas tres 
veces con 1 moles/litro de NaCL, conteniendo 
1 mM-PMSF y tres veces con 1 mM-PMSF y 
conservadas a 4 °C hasta la hidrólisis. La hidrólisis 
de pared se hizo con un crudo enzimático de 
Bacillus subtilis E-44 (Pérez et al., 2009).
Separación de oligosacáridos de la hidrólisis 
de S. cerevisiae residual de la producción de 
alcoholes
Para la separación de los oligosacáridos de 
manosa y glucosa se procedió según las 
recomendaciones de Rinsum et al. (1991), 
quienes utilizaron la cromatografía de afinidad 
con el empleo de sepharosa 6B unida a 
concanavalina A (Pharmacia, Uppsala, Sweden). 
Se empleó una columna equilibrada con el 
tampón 50 mM-Tris-HCl, pH 7.4, conteniendo 
0.5 mol.L-1 de NaCl con una velocidad de elución 
de 0.2 ml por minuto. La manosa y glucosa 
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fueron cuantificadas por el método colorimétrico 
de Dubois et al. (1956) en soluciones de manosa 
y glucosa puras como patrones.
Posteriormente se realizó un estudio de 
comportamiento en el tiempo de los contenidos 
de oligosacáridos de glucanos y mananos 
durante el proceso de hidrólisis, para lo cual 
fueron tomadas las muestras cada seis horas.
Estudio microbiológico al hidrolizado 
enzimático
Se determinó conteo de totales, Lactobacillus, 
levaduras y coliformes.
Estudio de estabilidad al hidrolizado enzimático
Durante un periodo de seis meses, a 
temperatura ambiente y refrigeración (4-8 °C), 
se evaluó la estabilidad del producto hidrolizado 
enzimático, se le determinaron contenidos 
de azúcares reductores, nitrógeno amínico, 
aeróbicos totales y pH.
Tratamiento estadístico
Para el análisis de los resultados se empleó 
el programa estadístico INFOSTAT versión 1 
(Belzarini, Casanoves, Di Rienzo, González & 
Robledo, 2001). Para el tratamiento estadístico 
de los datos se realizaron análisis de varianza 
con diseño completamente aleatorizado y, para 
verificar diferencias significativas, se utilizó la 
Prueba de comparación de Duncan (1955).
Resultados
Oligosacáridos totales de levadura S. 
cerevisiae hidrolizada 
En la figura 1 se observan los valores promedios 
de oligosacáridos totales obtenidos a partir de 
los diferentes tipos de hidrólisis utilizados. El 
mejor comportamiento se muestra en el tipo de 
hidrólisis enzimática con B. subtilis E-44 con 
4.52 mg/ml. A continuación la hidrólisis básica 
con 3.98 mg/ml‚ pero difiriendo de la primera 
(P<0.01). Las restantes hidrólisis mostraron 
niveles de oligosacáridos totales mucho más 
bajos. 
Los contenidos de oligosacáridos de glucanos 
y mananos, de la crema de levaduras S. 
cerevisiae ante estas hidrólisis se presentan 
en la figura 2. Se evidencian los mayores 
niveles (P<0,01) para el tipo de hidrólisis 
enzimática con B. subtilis E-44 con 3.08 mg/
ml de oligosacáridos de glucanos y 1.55 mg/
ml de oligosacáridos de mananos. La hidrólisis 
básica mostró 2.85 mg/ml de oligosacáridos 
de glucanos y 1.40 mg/ml de mananos, pero 
difiriendo de la primera.
En la figura 3 se aprecian los contenidos de 
los monosacáridos de glucosa y manosa para 
cada fracción de oligosacárido total. En ella 
se muestran los mayores niveles (P<0.01) de 
glucosa y manosa para la hidrólisis enzimática 
con Bacillus subtilis E-44.
Figura 1. Valores promedios de oligosacáridos totales obtenidos de diferentes tipos de hidrólisis. a,b,c,d Letras 
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Oligosacáridos de pared de levadura S. 
cerevisiae hidrolizada
En la figura 4 se observa el contenido de 
oligosacáridos de glucanos y mananos en los 
hidrolizados enzimáticos y básicos para paredes 
celulares de S. cerevisiae. El contenido de 
oligosacárido de glucanos y mananos para la 
hidrólisis enzimática fue de 1.76 y 1.52 mg/ml, 
respectivamente. Estos valores difieren (P<0.001) 
de los obtenidos para la hidrólisis básica (0.62 y 
0.06 mg/ml). 
Figura 3. Contenidos de glucosa y manosa en mg/ ml según tipos de hidrólisis. a,b,c,d Letras diferentes entre tipos 
de hidrólisis difieren para P<0.01 (Duncan, 1955).
Figura 4. Contenidos oligosacáridos de glucanos y mananos de la hidrólisis enzimática y básica de paredes 








































Figura 2. Contenidos de glucanos y mananos según la hidrólisis utilizada.
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Tabla 1. Relación entre los valores de azúcares reductores totales y los  contenidos de oligosacáridos de glucanos 
y de mananos.
Figura 5. Comportamiento en el tiempo de los contenidos de oligosacáridos de glucanos y de mananos de 

























 0 0.05 0.02 0.01
 4 4.50 0.43 0.15
 8 5.64 0.85 0.35
 12 11.55 1.09 0.66 0.3457***
 16 14.67 1.30 0.86 R=0.97
 20 14.73 1.29 0.84
 24 14.65 1.31 0.81
 28 14.61 1.30 0.83
 32 14.83 1.28 0.83
***P<0.001
Comportamiento en el tiempo de los 
contendios de oligosacáridos de glucanos y 
de mananos de hidrólisis enzimática de pared 
de S. cerevisiae
El comportamiento en el tiempo de los 
contenidos de oligosacáridos de glucanos y 
de mananos con la hidrólisis enzimática de 
pared de S. cerevisiae se muestra en la figura 
5. Se observa un incremento en los contenidos 
de ambas con un máximo a las 16 horas de 
hidrólisis. 
Caracterización del hidrolizado enzimático
En la tabla 1 se muestra una relación alta 
(R=0.97***) que existe entre los contenidos 
de azúcares reductores y los valores de 
oligosacáridos de glucanos y mananos 
durante el tiempo de obtención del hidrolizado 
enzimático. Ello posibilita usar el contenido de 
azúcares reductores como control durante el 
proceso de hidrólisis.
El análisis microbiológico del hidrolizado 
enzimático se presenta en las tablas 2 y 3. En ellas 
se observan los valores de conteo de aeróbicos, 
anaerobios mesófilos, esporas termófilas, 
esporas fúngicas viables y levaduras viables. No 
se muestran diferencias para estos conteos entre 
los meses en estudio. Por otro lado, no hubo 
presencia de anaerobios mesófilos ni termófilos, 
coliformes totales ni fecales, staphylococos, 
salmonellas y  pseudomonas aeruginosa.
70
Ciencias de la Vida Manuel Pérez Quintana, Grethel Milian Florido,Ramón Bocourt Salabarría, Reinaldo Alemán Pérez 
               Revista
Nº 16, julio-diciembre 2016,  64 - 75
ISSN: 1390-6895 e-ISSN: 2477-8982
Estabilidad en el tiempo del hidrolizado 
enzimático (enero a junio)
Se realizó un estudio de estabilidad por un 
periodo de seis meses (tablas 4 y 5), tanto a 










Muestras de cinco hidrólisis enzimáticas
 1 2 3 4 5
 10 20 10 10 18
 <10 <10 <10 <10 <10
Tabla 4. Estabilidad del hidrolizado enzimático de levadura S. cerevisiae durante seis meses a temperaturas 













 Septiembre 16.0  36.0  3.0x103  5.52 
 Octubre 16.0  36.0  3.2x103  5.52 
 Noviembre 16.0 0.010 36.0 0.011 3.1x103 125 5.50 0.012
 Diciembre 15.9  36.0  3.0x103  5.50 
 Enero 16.0  36.0  3.4x103  5.50 
 Febrero 16.0  35.7  3.4x103  5.50
temperatura ambiente (24±4 °C) lo mismo que 
en refrigeración (4-8 °C). Al producto hidrolizado 
enzimático se le determinaron los contenidos 
de azúcares reductores, nitrógeno amínico, 
aeróbicos totales y pH.










Muestras de cinco hidrólisis enzimáticas
 1 2 3 4 5
 >3x10 5 >3x10 5 >3x10 5 >3x10 5 >3x105
 90 110 20 110 100
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 Septiembre 16.0  36.0  3x105  5.52
 Octubre 16.0  36.0  3x105  5.52
 Noviembre 16.0 0.04 35.5 0.10 3x103 120 5.46 0.013
 Diciembre 15.9  35.0  3x103  5.40
 Enero 15.0  34.4  3x103  5.37
 Febrero 15.1  34.6  3x103  5.42
Discusión
Los oligosacáridos derivados de levadura son 
usados como prebióticos en animales y humanos, 
porque ayudan al balance de la microflora 
intestinal y contribuyen al fortalecimiento del 
sistema inmunológico (Domínguez, Vázquez 
& Ramos, 2009; Galindo et al., 2010; Patel & 
Goyal, 2012). En el presente trabajo se obtiene 
un hidrolizado con niveles altos de estas 
sustancias prebióticas, a partir de S. cerevisiae 
por hidrólisis enzimática, lo que permite reforzar 
sus propiedades al ser consumidas, por cuanto 
fortalece el sistema inmune y propicia un 
adecuado balance microbiano en el intestino 
(Samir, et al., 2012; Corzo, et al., 2015). 
Fue necesario la obtención del producto 
hidrolizado enzimático, donde se evaluó el crudo 
de Bacillus subtilis E-44, como agente hidrolítico 
obtenido en trabajo previo (Milian et al., 2013). 
Aunque se trata de un hidrolizado íntegro, el 
enfoque principal se orienta a los componentes 
de la hidrólisis de la pared (oligosacáridos de 
mananos y glucanos) debido a los antecedentes 
en la literatura como promotores del crecimiento 
en animales (Spring, Dawson, Newman & Wenks, 
1996; Stanley, Gray & Hygnius, 1996; Badia et al., 
2012). Este hidrolizado posee otras sustancias 
en su composición como células viables o 
endosporas de Bacillus, pequeñas cantidades de 
vitaminas, fundamentalmente del complejo B y 
aminoácidos (Yoo, Chang, Lee, Charg & Moon, 
1997; Barton, Delneri, Oliver, Rattray & Bergman, 
2010; Quintero, Montoya & Gutiérrez, 2010). No 
obstante, por las pequeñas cantidades de estos 
componentes en el producto y en las dietas, 
sus efectos pudieran ser de menor importancia 
comparados con la posibilidad de potenciar, 
el efecto prebiótico con los oligosacáridos de 
mananos y de glucanos.
El empleo de enzimas microbianas para la 
obtención de los productos de hidrólisis de la 
pared de S. cerevisiae es ventajoso debido a 
los elevados volúmenes de estas enzimas que 
pueden producirse en tiempo breve a bajo costo 
(Tanaka & Watanabe, 1995; Niehaus, et al., 
2011). Las enzimas microbianas se obtienen 
fundamentalmente a partir de medios de cultivo 
con  materias primas baratas (miel final, autolizado 
de levadura torula y CaCl2). Esto, sumado al hecho 
que la levadura es un subproducto de la industria 
de producción alcohólica, hace que el costo de 
obtención de estos hidrolizados sea bajo.   
Para la determinación de componentes derivados 
de las levaduras, ya sea el ß-1-3 glucano, 
mananos u otros, se emplea la hidrólisis química 
(Sánchez, 1997). Sin embargo, en este trabajo, 
por tratarse de un hidrolizado íntegro, donde se 
precisa preservar los componentes con actividad 
biológica, la hidrólisis con enzimas microbianas 
resultó más conveniente. El crudo enzimático 
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empleado para la hidrólisis de la levadura tiene 
actividad proteasa, glucanasa y manosidasa, lo 
que unido a la elevada actividad en estas mismas 
enzimas en las cepas de Saccharomyces 
cerevisiae justifica, tanto los altos contenidos 
de oligosacáridos totales como de glucano y 
manano (Liu, Prokopakis y Asenjo, 1997). 
Es compleja la hidrólisis de paredes celulares 
de levaduras, que tienen dos capas principales, 
una externa formada por un complejo de 
manoproteínas y otra interna que es un complejo 
de ß-1-3 y ß-1-6 glucanos y pequeñas cantidades 
de N-acetilglucosamina (Rinsum et al., 1991; 
Aguilar, Solis Pacheco & François, 2005). Según 
un estudio realizado por Rinsum et al. (1991) la 
relación promedio de manosa-glucosa contenida 
en la pared de Saccharomyces cerevisiae es de 
4-18, pero después de un proceso de hidrólisis y 
purificación esta pasa a 53-3, lo que coincide con 
lo presentado en este trabajo. 
La conservación es muy importante es este 
tipo de hidrolizado. El hidrolizado enzimático 
fue estable en su composición, a temperatura 
ambiente (24±4 °C) y en refrigeración (4-8 °C) 
durante seis meses. Los niveles de azúcares 
reductores, nitrógeno amínico, aeróbicos totales 
y pH no variaron durante este período. Las 
causas de esta estabilidad pudieran estar dadas 
por las elevadas concentraciones de ácidos 
orgánicos en la crema Saccharomyces cerevisiae 
empleada como principal materia prima, así 
como por la temperatura mantenida durante 
su obtención (45-50 °C), la concentración de 
NaCl (3%) y la utilización de fenol como agente 
conservante (0.3%). Este último muy común 
en la conservación de productos de origen 
biológico (Pérez et al., 2009). Estas condiciones 
pueden haber determinado que los contenidos 
de microorganismos estudiados se encontraran 
en rangos normales durante seis meses de 
conservación. 
Conclusiones
Se obtuvo un nuevo producto de la levadura 
residual del proceso de producción de alcoholes 
con el empleo de enzimas microbianas de un 
cultivo de Bacillus subtilis E-44. Este hidrolizado 
tuvo mayores contenidos en sustancias 
prebióticas in vitro (oligosacáridos totales, así 
como en oligosacáridos de glucanos y mananos) 
en comparación con otros tratamientos, tanto de 
la hidrólisis de levadura residual, como de sus 
paredes celulares.
Fue efectiva la separación de oligosacáridos y 
la cuantificación de manosa y glucosa mediante 
cromatografía de afinidad. También fue favorable 
el estudio del comportamiento en el tiempo de 
los contenidos de oligosacáridos de glucanos 
y mananos durante el proceso de hidrólisis, la 
estabilidad del hidrolizado y su elevada calidad 
microbiológica.
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